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@ Reaktionsgefasse fur photometrische und andere Analysen. 



Die Erfindung beschreibt Reaktionsgef§&e mit wenigen 
Mikrolttern Inhalt Bei photometrischen Analysen brauchen 
sie mh nur soviet Flussigkeit gefultt zu werden, als unmittel- 
bar fur die Schwachung der MeBstrahlung erforderlich ist 

Sie bestehen aus zwei oder mehreren Adhasionsftachen 
(1» 2), die sich gegenuber liegen, das Reaktionsgemisch (4) 
von mehreren Seiten her festhalten und es in eine fur die 
jeweilige Analyse geeignete Raumform bringen. 

Proben und Reagenzien werden zusammen oder getrennt 
voneinander in die ReaktionsgefaBe eingefulit oder sie 
werden auf die einzelnen AdhSstonsflachen aufgetragen (3 CX)1 
a, b, c; 7 001 a, b) und durch ZusammenseUen der 
ReaktionsgefSBe miteinander in Kontakt gebracht (3 002 a, b; 
3 004 c; 7 002 a, b). 

Die Reaktionsteilnehmer vermischen sich untereinander, 
wenn man die Adhasionsflachen dann mehrmais zwischen 
einem kleinsten und einem grdfiten einstellbaren Abstand 
aufeinander zu und voneinander weg bewegt (3 003 a, b - 
3 004; 7 004 - 7 005). 

Die fur die SchwSchung des Strahlungsflusses zur 
Verfugung stehende Schichtlange wird durch zwei senkrecht 
zu den AdhSsionsflachen angebrachte Begrenzungsflachen 
(Fenster 3 a, b). zwischen denen sich das Reaktionsgemisch 
ausdehm (3 004; 7 006), genau festgelegt; sie kann z. B. 10. 00 
mm betragen, aber such bis Qber 100,00 mm. 

Die Reaktionsgefa&e der Erfindung eignen sich beson- 
daiv gut fur Untersuchungen, bei denen eine Grenzschicht 



zv^schen zwei Flussigkeiten beurteilt wird oder auch fur 
chromatographische Analysen. 

Man kann mehrere Analysen gleichzeittg nebeneinander 
durchfuhren, wenn man die Adhasionsflachen mehrerer 
ReaktionsgefaBe auf gemeinsamen Haiterungen befesttgt 
(11 001, 001, 13 001 1^ 
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REAKTIONSGEFASSE FOR PHOTOMETRISCHE UND ANDERE ANALYSEN 

Die vorliegende Erfindung beschreibt ReaktionsgefaBe mit 
wenigen Mikrolitern Inhalt, die sich vor allem fiir photo- 
metrische Analysen eignen \md mit nur soviel Fliissigkeit 
gefUllt werden mils sen, als ixnmittelbar fiir die Schwachimg 
der MeSstrahliong erforderlich ist. Die Aaalysen konnen 
verlustfrei und direkt im von der MeBstrahlung durchsetzten 
Teil der ReaktionsgefaBe (MeBkanal) gemischt werden. Die 
ReaktionsgefaBe der Erfindimg lassen sich auch fur chromato- - 
graphische Analysen xind andere Untersuchungen ver*wenden. 

STAND DER TECHNIK 

Der Gebrauch eines Reaktionsgefafles soil am Beispiel einer 
einfachen chemischen Analyse erlautert werden: 
Urn 2U untersuchen, wieviel Probensubstanz in einer Fliissig- 
keit enthalten ist, bringt man ein bestimmtes Voliamen 
Probelostmg mit bestimmten Volumina einer Oder mehrerer 
Reagenzlosungen in einem ReaktionsgefaB zusammen. Dann 
vermischt man die Reaktionsteilnehmer lantereinander, laBt 
sie reagieren \md miflt in einem Photometer, um welchen 
Betrag oder wie schnell die Extinktion im Reaktionsgemisch 
ztmimmt oder abnimmt. Daraus wird die gesuchte Konzentration 
nach dem LAMBERT-BEER 'schen Gesetz errechnet. 

Die an der Reaktion beteiligten Molekiile miissen sich zu 
Beginn und im Verlaufe der Messxing schnell und gleichmSBig 
durch Diffusion und Konvektion im gemeinsamen Losungsmittel 
verteilen. Durch Diffusion konnen Konzentrationsunterschiede 
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leicht loslicher Reaktionsteilnehmer auf Wegstrecken bis 
etwa 1 mm geniigend schnell abgebaut werden. In einem 
grofleren ReaktionsgefSB muB man eine Konvektion hervorrufen, 
wodxirch die Reaktionsteilnehmer grob verteilt xmd die 
Diffusionsstrecken ausreichend kurz werden: Man mischt den 
Jbaaly seansatz • 

Venn beim Mischen Hilfsgerat vom Inhalt des Reaktionsgefafles 
benetzt wird, geht ein Teil des Analysevolumens verloren. 
Wird das Hilfsgerat mehrmals nacheinander verwendet, besteht 
die Gefahr, daB Reaktionsgemisch von einer Analyse zur 
nachsten verschleppt wird, oder dafi das Reaktionsgemisch 
nach dem Waschen des HilfsgerSts diirch SpulflUssigkeit 
verdiinnt wird. Diese Gefahr kann man ausschalten, wenn man 
das HilfsgefaB nach Gebrauch wegwirft, Dadurch wird aber 
die Analyse teurer. 

Man kann den Analyseansatz manuell oder motorisch mit einem 
Ruhrspatel mischen, bei Verwendimg von MagnetriihrgerSten 
mit einem Stabmagneten. 

Man kann auch die Reagenzlosung unter Druck in die vorgelegte 
Probe spritzerv, oder die Probe in die Reagenzlosung 
(Vennischxmg imvollstandig) . Manchmal nimmt man das Reaktions- 
gemisch mit dem Dosiergerat, das die Probe abgegeben hat, 
einmal oder mehrmals auf imd gibt es wieder ab (dabei konnen 
Dosierf ehler entstehen) • 

Eine andere Moglichkeit zu mischen besteht darin, daB man 
ein Gas durch das Reaktionsgemisch leitet (hier kann sich 
storender Schaum bilden) . 

Haufig schiittelt man auch das Reaktionsgemisch im Gefafl, mit 
der Hand oder mit Hilfe eines Schiittel- oder Vibrations- 
gerates (ein Teil des Reaktionsgemisches bleibt an der ¥and 
des Gef aBes hangen und geht fur die Messimg verloren) . 

Bei Analysen, die nicht vollautomatisch ablaufen, wird 
erfahrungsgemaB oft nicht sorgfaltig genug gemischt, und 
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hSufig wird das Mischen auch ganz unterlassen. Die dadurch 
bedingten Meflfehler konnen die Fehlerbreite der 
photoelektrischen Einrichtung um ein Vielf aches iibertreffen. 

Fiir die praktische DurchfUhrung einer Analyse gibt es nach 
dem Stand der Technik mehrere Moglichkeiten: 

1 > Die Probe wird mit den Reagenzien in einem Hilf sgef aB 
vereinigt vnd gemischt, das Reaktionsgemisch wird in eine 

Photometer-Kuvette ubertragen> 

Auf diese Weise laBt sich bei Endpunktmethoden die Kapazitat 
des Photometers besser ausnutzen, wenn eine billige 
Wegwerfkiivette nicht verwendet werden kann. Als HilfsgefaB 
dient meistens ein Reagenzglas. 

Die EP-OS 0 005 979 beschreibt ein ReaktionsgefaB aus einem 
Kapillarschlauch, der an einem Ende mit einer Kolbenspritze 
\md am anderen Ende mit einem zweiten, diinneren EinlaB- 
schlauch verbunden ist, Der EinlaBschlauch wird nacheinander 
in Probe xmd Reagenzien getaucht, imd mit der Kolbenspritze 
wird dabei jeweils ein bestimmtes Volumen aufgezogen. Zum 
Mischen werden die Reaktionsteilnehmer von der Kolbenspritze 
in den Kapillar schlauch gesaugt. Dann wird das Reaktions- 
gemisch in eine Photometer-Klivette iibertragen imd seine 
Extinktion in einem Photometer gemessen, 

Auch in Continuous-Flow-Analysatoren werden die Reaktions- 
teilnehmer auflerhalb des MeBgefaBes vereinigt und gemischt 
(z. B. im Sequential Multichannel Analyzer II der Firma 
Technicon, Tarrytown, New York, USA). Ein Teil der Probe 
und der Reagenzien wird zusatzlich zur eigentlichen Analyse 
auch zum Auswaschen der Kuvette und ihrer Zuleitungen 
verbraucht. Deshalb ist das DurchfluBverfahren prinzipiell 
nicht fiir Analysen mit sehr kleinen Volumina geeignet. 



Bei den meisten Analyseverfahren mit HilfsgefaBen geht ein 
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Teil des Reaktionsgemisches in den HilfsgefSBen verloren. 
Wenn nur wenige Mikroliter Probe tand Reagenzien zur Verfugxmg 
stehen, schelnt man ohne HllfsgefaB nicht auszukommen, weil 
hier die Photometer-KUvette einen engen, beispielsweise als 
Kapillare ausgebildeten Meflkanal aiifweist. Uhd es gibt bisher 
keine einfache tind wirkungsvolle Methode, zvrei oder mehr 
FlUssigkeiten in einem photometrierfahigen kapillarformigen 
MeBkanal untereinander zu durchmischen, ohne daB ein Teil 
davon fiir die Messvmg verlorengeht land ohne daB gelegentlich 
Luftblasen in die Kapillare treten. Es ist daher einfacher, 
die Analyse auBerhalb der Kiivette anzusetzen xmd zu mischen. 

Bisher wurden viele solcher kapillarformigen Kiivetten mit 

kleinen Analy s e voli m in a beschrieben: 

LOWRY, O. H. und BESSEY, 0. A, (J. Biol. Chem. 163, 

633 - 639, 1946) verkleinerten den Innenquerschnitt der 

Standardkuvette (siehe unten) auf 2 x 2,5 mm (Fullvolimien 



SIPPEL, T. 0. (Exptl. Cell Research 7, 281 - 283, 1954) 
brachte eine MeBkapillare von 1 mm oder 2 mm Innendxirchmesser 
in den Strahlengang des Photometers (FullvolTmen 8 ^iil oder 
31 ^ul bei einer SchichtlSnge von 10 imn). 
KIRK, P. L. und andere (Anal. Chem. 19, 355 ff, 1947) 
beschrieben eine Kiivette aus einem Rohr von 2 mm oder 4 mm 
Innendurchmesser und 50 mm Lange, das von KILZER, F. J. \md 
MARTIN, S. B. (J. Chromatog. 31, 204 - 208, 1967) zu einer 
MeBzelle fiir die DurchfluBphotometrie umgebaut wurde. 
Die von ULLRICH, K. J. und HAMPEL, A. (Pflugers Arch. 268, 
177 - 180, 1959) angegebene Kiivette besteht aus einem Block 
mit einer Bohrung von 0,5 mm Durchmesser uad 6 mm Lange. 
Um sie zu Xiillen, reichen 5 yul Fliissigkeit, die FUllstutzen 
einbegriffen^ Als Fenster dieser Kiivette werden mit Vorteil 
plankonvexe Sammellinsen verwendet (vennerkt bei NETHELER, H. : 
Absorptionsphotometrie, in: BERGMEYER, H. U. : Grundlagen der 
enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim/New York, 
1977). Dadurch wird der fiir die Photometric zur Verfiigung 
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stehende StrahlungsfluQ in der Kiivette erhoht, und Reaktions- 
gemisch kann zusatzlich eingespart werden. 

Das gleiche erreicht man mit Mikroskop-Photometern, fUr die 
auch Mikrokiivetten groBer Schichtlangen beschrieben viirden 
(HOLTER, H. und LOVTRUP, S. : Compt. Rend. Carlsberg, .S6r. 
Chim. 27, 27 ff, 1949; KRUGELIS, E. J.: ebenda 27, 273 ff, 
1950; FISCHER, W. : Acta histochem. 24, 285 - 289, 1965; 
Schichtlangen von 5 bis 10 mm, Fullvolumina xxnter 10 ^ul), 
Extrem wenig Fliissigkeit beansprucht ein in der DE-Pat.-Anm, 
31 22 896.8 angegebenes Meflgefafi, dessen Inhalt als flussiger 
Lichtleiter wirkt* 

2. Die Probe und die Reagenzien werden, getrennt voneinander, 
in eine Photometer-Kiivette und in zusatzliche HilfsgefaBe 
dosiert, zum Starten der Reaktion werden alle Reaktions- 
teilnehmer in der Photometer-Ktivette vereinigt und \mter- . 
einander vermischt. 

Durch dieses Vorgehen laBt sich der Startpunkt der Reaktion 
sehr genau festlegen. An den Wanden der HilfsgefaBe bleibt 
Fliissigkeit hangen, und zwar von Analyse zu Analyse 
unterschiedlich viel. Man muB daher ein geniigend groBes 
Vol\imen einsetzen, damit die MeBergebnisse nicht zu weit 
streuen. 

Die DE-OS 27 35 077 beschreibt eine MeBzelle aus einem 
mehrere voneinander getrennte Kammern aufweisenden GefaBteil 
tind einem Kuvettenteil . Die Reaktionsteilnehmer werden in 
die einzelnen Kammern gefullt, und der Kuvettenteil wird 
aufgesteckt. Danach wird die MeBzelle gekippt, wodurch die 
Reaktionsteilnehmer in den Kuvettenteil flieBen und sich 
imter einander vermischen. 

Eine MeBzelle der DT-OS 26 36 678 weist mehrere Kammern axif , 
die imtereinander durch KapillarkanSle yerbunden sind. Probe 
und Reagenzien werden in die Kammern gefullt und dann durch 
die Kapillarkanaie in eine als Kiivette dienende Kammer 
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gepreBt oder gesaugt; beim Zusammentreffen in dieser Kammer 
vermischen sie slch miteinander. 

Bei HILGER, P. tmd anderen (Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. 
8, 579 - 581, 1970), in der DE-PS 15 98 501 und in der 
DE-AS 24 22 260 wird eine Kapillare mit einem def inierten 
Volumen Probelosimg gefiillt und in eine Kiivette mit 
ReagenzlSsung gelegt. Dann wird die Kiivette geschuttelt, 
wobei sich der Inhalt der Kapillare mit der Reagenzlosimg 
veiinischt. Die Kapillare verbleibt wahrend der Photometrie 
in der KUvette. 

Im Automatic Clinical Analyzer der Firma Du Pont, Wilmington, 
Delaware, USA, wird die Probe in den Kuvettenteil einer 
MeBzelle injiziert imd mit Pufferlosving verdiinnt. Die 
MeBzelle besteht aus flexxblem, durchsichtigem Plastik- 
material. Sie enthalt mehrere durch Membranen verschlossene 
Kammem mit Reagenzien. Bei der Analyse werden die Kammem 
von auBen zusammengedruckt imd zum Platzen gebr'acht. Die 
Reagenzien flieBen in den KUvettenteil vmd vermischen sich 
mit der Probe. Das Mischen wird dadurch beschlexmigt, daB 
die MeBzelle von aiiBen walkend verformt wird. 

Beim sogenannten ZentrifUgal-Analyzer (Beschreibung xind 
Literaturubersicht z, B. bei ANDERSON, N. G. : Das Schnell- 
analysensystem, in: BERGMEYER, H. U. , siehe oben) werden 
Probe n und Reagenzien getrennt voneinander auf Speicher- 
stellen einer Transf erscheibe plaziert. Lafit man diese dann 
rotieren, werden Proben und Reagenzien durch die Zentrifugal- 
kraft in die zugehorigen auBenliegenden Kiivetten. gedrangt, 
gleichzeitig vermischen sie sich. 

3. Die Probe und die Reagenzien werden direkt in eine Photo- 
meter-Kuvette dosiert und in dieser miteinander vermischt. 
Das ist am einf achsten und erfordert im Prinzip ein geringes 
Analysevolumen, weil auBer der Photometer-Kiivette imd den 
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Dosiervorrichtungen keine weiteren GefaBe mit Probe und 
Reagenzien in Beriihrung kommen. Dieses Verfahren setzt sich 
immer starker durch, besonders wenn preiswerte Wegwerf- 
kiivetten verwendet werden und gute Photometer in ausrei- 
chender Anzahl zur Verfugung stehen, aber auch, wenn 
Kuvetten mehrmals benutzt werden xind beispielsweise in den 
Photometem fest installiert sind. 



Eine der ersten Photometer-Kuvetten wurde von der Pirma 
Beckman (Fullerton, Kalifomien, USA) 1941 in den Handel 
gebracht ( Standardkuvette , quadratischer Innenquerschnitt, 
Schichtlange 10 mm, Aufienabmessungen 12,5 x 12,5 x 45 mm^, 
Fiillvolumen 1 - 4 ml) . 

Um den Bedarf an Reaktionsgemisch zu reduzieren, wird oft 
der Innenquerschnitt der Standardkuvette verringert, 
z. B. auf 4 mm (Halbmikrokuvette mit einer MeBstrecke von 
ebenfalls 10 mm und einem Mindestfiillvolumen von etwa 0,4 ml). 

Die Standardkuvette und die Halbmikrokuvette mtissen mit 
soviel Reaktionsgemisch gefiillt werden, daB der Fliissigkeits- 
Spiegel bei der Messung sicher uber dem oberen Rand des 
Strahlenbiindels liegt, und ein groBer Teil des Reaktions- 
gemisches wird nicht unmittelbar zur Schwachung des 
Strahlungsflusses genutzt. Der Inhalt beider Kuvetten kann 
leicht gemischt werden, beispielsweise durch Schutteln Oder 
mit Ruhr spat eln. 

Ein vergleichsweise schwach wirksames Mischverfahren wird im 
Enzymautomaten 5 020 der Firma Eppendorf Geratebau, 
Hambvirg, Deutschland, angewendet: Eine Kuvette mit recht- 
eckigem Innenquerschnitt oder mit Vorspriingen an der 
Innenwand wird mehrmals kreisformig beschlexmigt, und 
dadurch entstehen Turbulenzen im Reaktionsgemisch. 



Viel wirksamer kann man den Inhalt einer DurchfluBkiivette 
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mischen, weim man ihn abwechselnd von einer Richtiing in die 
andere pumpt. Schikanen an der Innenwand dieser Kiivette 
verstarken den Mischeffekt (Prinzip bei NETHELER, H,, siehe 
oben; veiTwirklicht im Analysegerat ACP 5 040 der Firma 
Eppendorf Geratebau, Hamburg, Deutschland) . 
Dieses Mischverfahren eignet sich fur Analysevolumina iiber 
200 yial, bei kleineren Ansatzen miiBten die Kuvette und ihre 
Eingange als Kapillaren ausgebildet sein. In Kapillaren 
geraten aber beim Hin-\md-herpumpen Luftsegmente von den Enden 
aus in die FlUssigkeitssaulen. Ein Teil des Reaktionsgemisches 
kann daher fur die Messung nicht genutzt werden. 

Alle bisher genannten Analyseverfahren erfordem ein groBeres 
Analysevolumen als tiir. die Schwachung des Strahlungsflusses 
bei der Hiotometrie erforderlich ist. Immer wird ein Teil der 
Fliissigkeit von HilfsgefaBen, Mischvorrichtungen oder EinlaB- 
und Verbindungsstiicken zuruckgehalten oder anderweitig 
vergeudet, oder das Strahlenbiindel muB allseitig von einem 
OberschuB an Reaktionsgemisch umgeben sein. 
Bei einer " idealen Kuvette " wiirde nur der vom Strahlenbiindel 
durchsetzte Anteil (MeBkanal) gefiillt. Probe und Reagenzien 
wurden xanmittelbar in den MeBkanal dosiert imd direkt im 
MeBkanal miteinander vermischt, 

Ein MeBgefaB der DT-OS 26 41 097 genugt beinahe den 
Anforderungen, die an eine "ideale Kuvette" gestellt werden. 
Es enthalt einen als MeBkanal ausgebildeten Hohlraum (fiir 
Mikroanalysen eine Kapillare), dessen Innenwand vor der 
Analyse mit Reagenzien zu beschichten ist. Die Probe wird in 
die Kapillare gefiillt \md lost die Reagenzien auf . Leicht 
losliche Reaktionsteilnehmer verteilen sich schnell im 
Analyseansatz, well die Diffusionsstrecken quer zur Kapillar- 
achse kurz sind. Das Mischen kann durch Vibration besohleimigt 
werden. Beim Einfiillen bildet sich allerdings ein axial 
gerichteter, stbrender Konzentrationsgradient aus, der sich 
wahrend der Analyse nicht ausgleicht. Dieses Verfahren laBt 
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sich nur dann anwenden, wenn die Reagenzien vor Beginn der 
Analyse eingefilllt xmd angetrocknet warden. Das ist aber 
bei den melsten Analysen nicht ublich iind manchmal auch 
mstandlich oder nicht mSglich. Sollen in eine Kapillare 
aber eine fltissige Probe iind flUssige Reagenzien eingefilllt 
werden, dann entstehen Probleme, die in der zitierten OS 
nicht gelost wurden: Es dauerte zu lange, bis die Reaktions- 
teilnehmer in den longitudinal nacheinandergeschalteten 
FlussigkeitssSulen ohne in die Flussigkeit eintauchendes 
HilfsgerSit untereinander vermischt sind. Manchmal geraten 
Luftblasen xmbeabsichtigt in die Kapillare , behindem hier 
das Mischen iind storen die Ehotometrie. AuBerdem miiflten 
Probe imd Reagenzien nacheinander durch denselben Eingang 
in die Kapillare gefiillt werden. Dabei konnte man den Inhalt 
der Proben- oder Reagenzienbehalter durch verschleppte 
Fliissigkeiten venanreinigen. 

Die Probe imd die Reagenzien konnten sich allenfalls dann 
geniigend schnell und gleichmSBig in einer solchen Kapillare 
vermischen, wenn man sie im richtigen Verhaltnis zueinander 
gleichzeitig von derselben Seite aus in die Kapillare 
injizierte, ahnlich wie es HARVEY, R. A. (Anal. Biochem. 29, 
58 - 67, 1969) fiir grSBere Kiivetten angegeben hat oder wie 
es in Continuous-Flow- Analysatoren praktiziert wird (siehe 
oben). FUr beide Methoden ist ein Zuleitungssystem 
erforderlich, und damit ist ein Verlust an Probe imd 
Reagenzien verbunden xand auch die Gefahr einer Verschleppxmg 
eines Teils der Probe oder des Reaktionsgemisches von einer 
zxir nachsten Analyse. 

Einer "idealen Kiivette" kommt der in der DDR-PS 107 783 
beschriebene Probentrager naher. Er besteht aus zwei parallel 
zueinander liegenden Flatten, die in einem bestimmten Abstand- 
voneinander angeordnet werden und Proben tragende Bereiche 
(Reaktionsflachen) an den sich gegeniiberliegenden Flachen 
aufweisen. Die Reaktionsflachen sind von ihrer Umgebung durch 
Nuten, Vorspriinge oder Vertiefungen abgesetzt. Das Reaktions- 
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gemisch bildet eine Flilssigkeitssaxile aus, die von zwei sich 
gegeniiberliegenden Reaktionsflachen durch Adhasionskrafte 
festgehalten wird. Zum Mischen wird der Plattenabstand und 
dadxirch die Form der Flussigkeitssatile verSndert, wodiirch 
eine Konvektion in der Flussigkeit entsteht. Die Flatten sind 
im Bereich der Reaktionsflachen strahlendurchlassig xmd 
ermoglichen eine Photometrie senkrecht zur Plattenebene. 

Das in der EP-OS 0 018 435 angegebene Mikroanalysensystem 
(weiterentwickelt in der DE-Pat*-Anm. 31 07 964.4) 
unterscheidet sich von dieser Methode im wesentlichen darin, 
dafi die verwendeten Flatten plan sind imd eine hydrophil- 
hydrophobe Beschichtung der beiden Flatten die benachbarten 
Analysen auseinanderhalt. So konnen iiber 25 Proben auf einem 
Quadratzentimeter gleichzeitig nebeneinander xmtersucht 
werden. 

Bei beiden Plattenmethoden andert sich wahrend der Analyse 
mit dem Plattenabstand die fiir die Photometrie zur YerfUgung 
stehende Schichtlange. Der Plattenabstand laBt sich nxxr 
schwer exakt irnd reproduzierbar einstellen. Bei mehr als 
1,5 mm nimmt die Fliissigkeitssaule eine unten zimehmend 
ausladende Form an, wodurch sich der fiir die Photometrie 
genutzte Anteil des Reaktionsgemisches stark venringert* 
Bei 1 mm Schichtlange reicht 1 ^uL Reaktionsgemisch, bei 
3 mm braucht man in der Regel schon 50 ^nl, Schichtlangen 
xiber 3 mm erreicht man nicht immer, veil dann die FlUssig- 
keitssaxile reiflt. Durch Zusatz geeigneter Substanzen zum 
Reaktionsgemisch, beispielsweise 5 % Carboxjrmethylcellxilose, 
konnte man mit 50 ^ul die Flatten fur eine photometrische 
Messung geniigend lange iiber 10 mm auseinanderhalt en, ohne 
daB die Fliissigkeitssaule auseinanderrelBt, aber dadurch 
wiirde der Auf wand fiir die Analyse erhoht. Im tibrigen miissen 
die Reaktionsflachen bei den Plattenmethoden wahrend der 
photometrischen Auswertung durchsichtig sein. Wenn sie 
beispielsweise vor der Analyse mit Reagenzien beschichtet 
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werden, kann sich die Transparenz verringern, lond es 
entstehen Fehler bei der Messung. 



BESCHREIBUNG PER ERFINDUNG 

Durch die vorliegende Erfindung werden die Nachteile der 
zitierten Plattenmethoden beseitigt. Gleichzeitig ergeben 
sich neue Anwendungsmoglichkeiten im Vergleich zu den 
anderen oben genannten Reaktionsgefaflen. 

Die ReaktionsgefaBe der Erfindung erfordem fur Jede Analyse 
nur wenige Mikroliter an Probe und Reagenzien. Das Reaktions- 
volumen wird auf ein Minimian beschrankt, 

weil bei photometrischen Analysen Probe und Reagenzien 
von den Dosiergeraten direkt in den vom Strahlenbiindel 
des Photometers durchsetzten Teil der ReaktionsgefaBe 
(MeBkanal) abgegeben werden, 

weil die ReaktionsgefaBe mit nur soviel Fliissigkeit 
gefullt werden mtissen, als unmittelbar fiir die Schwachung 
der Meflstrahlung gebraucht wird (nur der MeBkanal wird 
gefUUt) 

und weil der Analyseansatz im MeBkanal ohne zusatzliche, 
mit der Fliissigkeit in Beruhrung kommende Hilf smittel 
gemischt wird, verlustfrei xmd ohne Verschleppungsfehler. 

Ein ReaktionsgefSB der Erfindung besteht in einer einf acheren 
Ausflihrungsform aus zwei AdhSsionsflachen 1, 2 und zwei 
senkreoht zu diesen stehenden BegrenzungsflMchen (Fenster) 
3 a, b, die an einer der AdhSsionsflachen befestigt sein 
konnen (z. B. Abb. 1,4). 



Fmiej^* Die Adhasionsflachen werden mit Probe xmd Reagenzien 




0075605 



versehen (3 001 a, b, c), iibereinandergelegt xmd einander 
genahert, bis Probe \md Reagenzien zusaimnentreffen 
(3 002 a, b; Abb. 3). 

Weil die Probe und die Reagenzien auf verschiedene Stellen 
1 a (Abb. 6) einer Adhasionsflache (3 001 a) oder 
auf verschiedene Adhasionsflachen (3 001 b, c) getropft 
werden, kommen sie nicht vorzeitig miteinander in Kontakt, 
die Reaktion wird zu einem genau bestimmbaren Zeitpunkt 
gestartet. Das zweite Dosiergerat wird nicht mit dem zuerst 
dosierten Reaktionsteilnehmer verimreinigt* 

Mischen; Man kann jetzt die Adhasionsflachen innerhalb 
bestimmter Grenzen mehrmals periodisch auf einander zu und 
voneinander weg bewegen (3 002 a, b - 3 003 a, b). 
Ein Gestell (vergleiche DE-Pat.-Anm. 31 22 896.8) legt diese 
Grenzen fest xmd verhindert es, daB die Adhasionsflachen 
seitlich gegeneinander verrutschen, Bei jeder Periode wird 
der groBte Teil der zwischen den Adhasionsflachen 
festgehaltenen Flussigkeit in. die Mitte der ReaktionsgefaBe 
gezogen (3 003 a, b) und dann wieder nach auBen verdrangt 
(3 004). Das ist auch bei kleinsten Volimina und mit iiber 
100 mm langen ReaktionsgefaBen ohne Schwierigkeiten mbglich, 
und es kommt eine so starke Konvektion zustande, daB der 
Analyseansatz innerhalb sehr kurzer Zeit diirchmischt ist. 

Man kann den Analyseansatz auf diese ¥eise manuell oder 
automatisch mischen, \md mit einer Vibrationseinrichtung, die 
nur kleine Auslenkungen erzeugt, sogar wahrend einer photo- 
metrischen Messung, ohne dabei den Strahlengang zu verlegen 
Oder die Schichtlange zu verandena. 

Wenn ein Reagenz an einen festen Trager gebxmden ist, 
beispielsweise bei einer Analyse mit immobilisierten Enzjrmen, 
Oder wenn ein Reaktionsteilnehmer dazu neigt, sich wahrend 
der Analyse auf dem Boden des ReaktionsgefaBes abzusetzen, 
dann entstehen bei anderen Analysesystemen Fehler durch eine 
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von Probe zu Probe xmgleichmaflige Konvektion, Diese Fehler- 
quelle wird ausgeschaltet, wenn man wahrend der Analyse 
mischt, und die Reaktionen laufen schneller ab, well sich 
grofle Diffusionsgradienten nicht aufbauen konnen. 

Bei klnetisohen Untersuchungen schnell ablaufender chemischer 
Reaktionen mussen die Reaktionsteilnehmer innerhalb weniger 
Millisekunden untereinander vermischt werden. Nach dem von 
HARVEY, R. A. (siehe oben) entwickelten Verfahren werden die 
Reaktionsteilnehmer iiber Zuleitungen und eine Mischkammer 
in eine Kiivette gepreBt. Das ist lamstandlich xmd erfordert 
ein zu groBes Analysevolumen. Mit den ReaktionsgefaBen der 
vorliegenden Erfindung laBt sich das einfacher und sparsamer 
erreichen: Die Reaktionsteilnehmer werden, getrennt vonein- 
ander, auf der ganzen Lange der beiden Adhasionsflachen 
ausgebreitet (3 001 c) land dann zusammengebracht (3 004) • 
Die Diffusionswege sind bei einem genugend kleinen Durch- 
messer des Flussigkeitszylinders so kurz, daB sich die 
Reaktionsteilnehmer sehr schnell gleichmaBig verteilen. 

Bei einer photometrischen Analyse leitet man das Strahlen- 
btindel in der Regel parallel zu den Adhasionsflachen durch 
die beiden Fenster 3 a, b (3 004, 7 006, 10 004). Wenn die 
Adhasionsflachen ihren kleinsten Abstand voneinander 
einnehmen, weicht die FlUssigkeit bis an die Fenster aus 
und benetzt sie von innen. Dadurch wird verhindert, daB die 
Strahlung an den Grenzflachen der FlUssigkeit zu Luft 
reflektiert und gebrochen wird (3 006). 

Die Adhasionsflachen brauchen nicht transpar ent zu sein, 
well sie nicht vom Strahlenbundel des Photometers durchsetzt 
werden. Man kann sie daher auch mit solchen Reagenzien 
vorbeschichten, die sich wahrend der Analyse nicht auflbsen 
und Meflstrahlung absorbieren. Die Adhasionsflachen 
konnen sogar aufgerauht werden, damit sie mehr Reagenzien 
binden. Zur Temperieriong des Reaktionsgemisches k5nnen 
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die Adhasionsbereiche mit KLachenheizelementen versehen sein, 
z, B. mit Pel tier element en. 

Per Abstand beider Fenster voneinander muB wahrend der 
photometrischen Analyse nicht verandert werden . Dadxarch ist 
die fiir die Schwachung des Strahlimgsflusses wirksame 
Schichtlange konstant. Sie kann 10,00 mm, aber auch bis 
uber 100,00 mm betragen. 

Das Reaktionsgemisch wird diju?ch die sich gegeniiberliegenden 
Adhasionsflachen f estgehalten und entgegen seinem Bestreben, 
die Oberflache zu minimieren imd sich kreis- Oder kugelformig 
auszubreiten, in eine fiir die neweilige Analyse geeignete , 
in der Regel langliche, Form gebracht. Diese Fonn ist auBer 
durch das Volumen und die AdhSsions- \iad Kohasionseigen- 
schaften der Flussigkeit im wesentlicben durch das Profil 
(z. B. 101 bis 121, Abb. 5) der Adhasionsflachen, ihren 
Abstand voneinander xmd dvirch den Abstand der Fenster 3a, b 
voneinander (z. B. 10,00 mm in Abb. l) bestimmt. Die 
Adhasionsflachen lassen sich so gestalten, daB sich alles 
Reaktionsgemisch xmmittelbar fiir die Analyse nutzen laBt 
xmd ein OberschuB nicht erf order lich ist. 
Man kann das Reaktionsgemisch beispielsweise zu einem 
Zylinder formen (Abb. 4: 112). Ein 10 mm langer Zylinder mit 
1 mm Durchmesser hat ein Volumen von 7,85 ^\il# Fur viele mit 
den Reaktionsgef aBen der Erfindung durchgefuhrte photo- 
metrische Analysen reicht dieses Volumen aus, wenn ein 
geeignetes Photometer vorhanden ist. Es ist aber 
beispielsweise auch moglich, einen 1 ^vl groBen Tropfen auf 
10 mm Oder auf 100 mm Lange zu strecken. 

Gestaltung der Adhasionsflachen: Die Adhasionsflachen konnen 
plan sein (z. B. Abb. 1: 102; Abb. 5: 101, 102, 105, 106), 
vertiefjb (z. B. Abb. 4: 112; Abb. 5: 111, 112, 115, 1l6) 
Oder erhaben (z. B. Abb. 5: obere Adhasionsflachen bei 117, 
119). Sie konnen von ihrer Uingebung durch eine beliebige 
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Oberflachenstruktur abgesetzt sein, miissen es aber nicht, 
Sie konnen Eigenschaften aufweisen, durch die das Reaktions-- 
gemisch angezogen wird, wahrend ihre Umgebung das Reaktions- 
gemisch abstoBt. Wenn beispielsweise die Reaktion in einer 
waBrigen Losung stattfinden soli, bestehen die Adhasions- 
flachen aus einem hydrophil.en Material, oder sie sind mit 
einer hydrophilen Schicht versehen, wahrend die Umgebung der 
AdhSsionsflachen aus einem hydrophoben Material besteht oder 
hydrophob be schicht et ist. 

Die Adhasionsflachen konnen das Reaktionsgemisch aber auch 
abstoBen, wenn durch andere Mittel dafur gesorgt wird, daB 
es nicht ausweichen kann, beispielsweise, wenn mindestens 
eine der AdhSsionsflSchen konkav ist (z. B. Abb ,4: 112; 
Abb. 5: 109 bis 116). 

Die Adhasionsflachen konnen selbst in hydrophile 1 a 
hydrophobe 1 b Zonen unterteilt sein, oder mehrere 
Vertiefungen aufweisen, damit die Probe und die Reagenzien 
leichter nebeneinander plaziert werden konnen, ohne sich 
vorzeitig miteinander zu vermischen (Abb. 6). 

Sollen die Adhasionsflachen schmal und lang sein, dann 
reicht es manchmal nicht aus, wenn man ein Paar planer 
Fiachen (Abb. 5: 101) nur hydrophil-hydrophob beschichtet, 
weil die meisten PlUssigkeiten dazu neigen, sich kreisformig 
auszubreiten. Sie lassen sich nur gegen Widerstand in die 
Lange strecken. Das gelingt leichter, wenn die \mtere 
Adhasionsfiache konkav ist (z. B. Abb. 5: 109 bis 116). 
Dadurch wird die (gegebenenfalls hydrophile) Oberflache 
vergroBert und die Schwerkraft zusatzlich ausgenutzt. Die 
Adhasionsfiache darf aber nicht zu stark gewolbt sein, weil 
sich sonst die Flussigkeit nicht mehr gut mischen laBt. 

Die nahere Umgebung der Adhasionsflachen darf keine zu engen - 
Spalte aufweisen, in die sich durch Kapillarwirkung ein Teil 
des Reaktionsgemisches ausbreitete. Die Form 101 ist 



16 



0075605 



beispielsweise ungeeignet fur ReaktionsgefaBe mit einem 
kleinen Abstand zwischen der oberen und der unteren 
Adhasionsflache, im Gegensatz zur Form 102 (Abb. 5). 

Je kleiner das Analysevoliamen ist, umso starker wird die 
Analyse beeintrachtigt, wenn die Reaktionsteilnehmer Oder, 
das Losemittel verdiinsten. Bei den oben zitierten Platten- 
methoden wird das Verdimsten dadurch gebremst, dafl die 
beiden sich gegenuberliegenden Flatten zusammen mit ihrem 
Gestell eine feuchte Kammer bilden, in der die Reaktion 
ablauft. Fiir die ReaktionsgefaBe der vorliegenden Erfindung 
lassen sich ahnliche Verbal tnisse schaff en. Sie konnen 
dariiberhinaus so gestaltet werden, daB das Re akt ions gemi sch 
mit sehr wenig Luft umgeben vmd dadurch zusatzlich vor dem 
Austrocknen geschiitzt ist (z. B. Abb. 5: 116, 121). 
Vom Auftragen der Reaktionsteilnehmer bis zum Start der 
Reaktion darf nicht zu viel Zeit vergehen. 

Bei vielen Untersuchungen werden die Reaktionsteilnehmer 
dem Analyseansatz nacheinander zugegeben. Wenn man 
beispielsweise bestimmen will, wieviel Aspartat- Amino trans- 
ferase in einem Serrun enthalten ist (BERGMEYER, H. U. und 
andere, Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. 10, 182 - 192, 1972), 
inkubiert man die Probe mit mehreren Reagenzien, startet die 
Reaktion mit Alpha-Ketoglutarat imd miBt dann die 
Geschwindigkeit, mit der die Extinktion im Analyseansatz 
abnimmt. Man kaim das Startreagenz mit einem Dosiergerat 
direkt zwischen die Adhasionsflachen pipettieren, Oder es 
liber einen Kanal durch eine AdhSsionsflSche hindurch zufugen 
(Abb. 9: Zulaxif 9). Man kann aber auch eine weitere, das 
Startreagenz tragende Adhasionsflache mit den ersten 
Adhasionsflachen zusammenbringen (Abb. 5: 121). Oder man 
plaziert Probe xind mehrere Reagenzien nebeneinander, den 
einen Reaktionsteilnehmer in einem kleineren Volumen und 
etwas abseits von den anderen (7 001 a, b). Nach der 
Vorreaktion (7 002 a, b) werden die Adhasionsflachen 
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einander bis auf einen Minimalabstand genShert (7 004). Dabei 
vereinigt sich der dritte Reaktionsteilnehmer mit den erst en. 



Es glbt noch eine andere Moglichkeit, dem Reaktionsgemlsch 
ein Startreagenz zuzusetzen: Die untere AdhSsionsflache wlrd 
so gestaltet, daB ein Teil von ihr imterhalb des Strahlen- 
biindels zu liegen kommt ( Depot zone 5 )> Die Depotzone kann 
eine mit Reagenzien (vorzugsweise flussig, aber auch hydro- 
philisiert) gefullte zugeschmolzene Glaskapillare 6 
aufnehmen. Ihr Inhalt wird erst nach der Vorreaktion dem 
Analyseansatz zugemischt. Zu diesem Zweck wird die obere 
AdhSsionsfiache ziam gewunschten Zeitpvmkt einmal soweit 
abgesenkt (802), daB sie die Kapillare zerbricht. Ein Teil 
der Flussigkeit wird dabei voriibergehend in Ausbuchtimgen 7 
der Adhasionsflachen verdrangt. Das freigesetzte Start- 
reagenz vermischt sich mit den anderen Reaktionsteilnehmem, 
und die Binichstucke der Kapillare bleiben in der Depotzone 
liegen, wo sie die Photometrie nicht storen (Abb. 8). 
Anstelle einer Glaskapillare kann man auch ein Plastik- 
rohrchen verwenden, das von scharfen Kanten einer der 
Adhasionsflachen aufgeschnitten wird. 



Eine Depotzone eroffnet zusatzliche Moglichkeiten fiir die 
Analytik: Eine Reaktion, bei der ein oder mehrere Ausgangs- 
oder Endprodukte ausgefallt werden (gegebenenfalls 
beschleunigt durch Zentrifugieren) kann genauer beurteilt 
werden: Der Niederschlag sammelt sich in der Depotzone, imd 
die im tJberstand meBbare Extinktion nimmt ab (Beispiele: 
Blutgruppenxontersuchung und andere Agglutinationstests, 
Hamolysetests) . 

Bei einem Radioimmuntest oder bei einem Enzymimmuntest kann 
man auch einen mit Reagenzien vorbeschichteten Trager in die 
Depotzone legen , z. B. ein auBen beschichtetes Stabchen 8 
(Abb. 9) Oder eine Kugel. Fiir denselben Zweck konnen auch 
eine elastisch flexible Hohlkugel 11 (Abb. 10) oder ein 
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Schwammkorper verwendet werden, die innen beschichtet sind 
und Offnungen nach auBen axifweisen. Sie werden wShrend der 
Analyse dxirch Jindern des Abstandes beider Adhasionsfiachen 
voneinander abwechselnd zusammengeprefit imd losgelassen 
(10 002, 10 003). Dabei geben sie Flussigkeit ab imd fiaien 
sich wieder, wahrend sie sich ausdehnen. Auch im entspaimten 
Zustand reichen sie laiclit bis z\m MeBkanal hinauf , und die 
Extinktion im tiberstand kann xmgehindert gemessen werden. 

Im Verlaufe mancher Analysen, z. B. vieler Radioimmuntests 
\md Enzymimmxmtests, muB das ReaktionsgefaB entleert xmd im 
ReaktionsgefdB eine beschichtete OberflSche gewaschen werden. 
Das kann man durch einen Ablauf 10 und einen Zulauf 9 
(Abb. 9) erleichtem, die in eine Offnung der unteren 
Adbasionsflache munden. 

Man kann beliebig viele ReaktionsgefSBe zu ei ner Einheit 
zusammenfassen \md mehrere Proben synchron nebeneinander 
imtersuchen (11 001, 12 001) . Dadurch wird der Arbeitsablauf 
bei Serienxmtersuchungen rationalisiert, besonders wenn man 
Proben und Reagenzien mit mehrkanaiigen Transfer- oder 
Dispensierpipetten dosiert (z. B. EP-Anm. 80 10 50 31.1). 

Man kann mehrere Adhasionsflachen auf zwei Forderbandem 
anordnen imd daraus eine Vorrichtung konstruieren, in der 
beliebig viele Analysen gleichzeitig asimchron nebeneinander 
ablaufen: Zusammen mit einer Mikroprozessorsteuerung und 
entsprechenden Dosiergeraten kann diese Vorrichtung zu einem 
Analyseautomaten 13 001 ausgebaut werden, der die Proben an- 
forderungsgerecht bearbeitet, das heiBt, der Analyse automat 
fiihrt selektiv alle angeforderten Untersuchungen einer Probe 
durch, bevor die nachste Probe an die Reihe kommt. 

Ein Rastmechanismus kann die ReaktionsgefaBe immer exakt und 
reproduzierbar im Strahlengang des Photometers ausrichten. 
Bei vielen Photometern mit Kiivettenwechslern (z- B. das ^ 
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Photometer 1 101 der Finna Eppendorf Geratebau, Hamburg, 
Deutschland oder bei einer von JONES, R. T. und WEISS, G. 
angegebenen Vorrichtung - Anal. Biochem. 9, 377 - 391, 1964) 
1st die Stellimg des Kuvettenhalters durch elnen Rast- 
mechanismus gesichert, aber nicht die Position der KUvetten 
im KUvettenhalter. Das Photometer zeigt unterschiedliche 
Extinktionswerte an, wenn ein und dieselbe Kuvette mit 
demselben Inhalt mehrmals in den KUvettenhalter gestellt 
wird. Die Messxmg wird dadurch katun beeintrachtigt, wenn 
groBe KUvetten verwendet werden. Bei MikrokUvetten und damit 
auch bei den ReaktionsgefaBen der Erfindung konnen erhebliche 
MeBfehler entstehen, wenn sich ihre Position geringfugig 
Sndert, besonders bei einem langen und engen MeBkanal. 
Urn diese Fehlerquelle auszuschalten, kann man an zwei sich 
gegenUberliegenden AuBenflachen des ReaktionsgefaBes 
Rastungen 12 anbringen, die zusammen mit am Gehause des 
Photometers befestigten Rastfolgern 13 das ReaktionsgefaB 
genau im Strahlengang ausrichten (Abb. 11), Das Reaktions- 
gefaB kommt in eine Halterung, in der seine Position im 
Photometer nur imgenau festgelegt ist* Dazu konnte es in 
der Halterung von Fedem imgeben sein, oder die Haltenmg 
ist mit Fedem am Gehause befestigt. Die Rastfolger greifen 
in die Rastungen ein und bringen das ReaktionsgefaB in die 
endgultige exakte Position. Befinden sich die Rastimgen 
direkt im Bereich der Fenster (Rastungen und Rast- 
folger in der Mitte fiir das Strahlenbiindel of fen) , dann ge- 
niigen auf beiden sich gegenUberliegenden Seiten nur jeweils 
eine Rastung und ein Rastfolger, sonst ist die doppelte 
Aazahl erforderlich. 

Ein Block mit mehreren ReaktionsgefaBen laBt sich leichter 
im Photometer verschieben, wenn seine Rastungen durch 
Nuten 14 verbunden sind. 
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Man kaim ein zxisammengesetztes ReaktionsgefaB der Erfindimg 
als eine der Lange nach gespaltene Kapillare betrachten, 
z. B. 112 in Abb. 4. Die Spalte kBnnen gerade so eng gestellt 
werden, daB Uxft ungehindert austreten kann, Flussigkeit aber 
bis zu einem bestimmten Druck ziiruckgehalten wird. Die 
Flussigkeit ist bestrebt, ihre Grenzflache zur Luft nicht zu 
vergrc5Bern und tritt deshalb nicht freiwillig dxirch die 
Spalte. Man kann deshalb von beiden Seiten aus FlUssigkeit 
gleichzeitig in das ReaktionsgefaB fiillen. Die trennende Luft 
entweicht durch die Spalte, und die Fliissigkeiten treffen 
innerhalb der Kapillare zusammen. Das ISBt sich fiir Unter- 
suchimgen ausnutzen, bei denen eine Grenzschicht zwischen 
zwei Fliissigkeiten bexirteilt wird, beispielsweise fur die 
Blutgruppenimtersuchung nach CHOWN (in: BOORMAN, K. E. und 
DODD, B. E., Blutgruppenserologie, Gustav-Fischer-Verlag 
Stuttgart, 1964), bei der man eine Antikorperlojsung mit einer 
Suspension roter Blutkorperchen Uberschichtet. Bei der 
Originalmethode treten beide Flussigkeiten diirch denselben 
Eingang in die Kapillare. Dabei bekommt die zweite 
Flussigkeit vorzeitig Kontakt mit an der Innenwand der 
Kapillare haftenden Resten der ersten Flussigkeit, storende 
Luftblasen konnen zwischen Antikorperlosimg vnd Blutkorper- 
chensuspension gelangen und das Reservoir der zwei ten. Flussig- 
keit kann mit der ersten Flussigkeit verunreinigt werden. Die 
ReaktionsgefaBe der Erfindxmg haben diese Nachteile nicht. 

Die ReaktionsgefaBe der vorliegenden Erfindung konnen fiir 
chromatographische Verfahren benutzt werden, z. B. fiir die 
Gelelektrophorese. Die Kapillartechnik nach GROSSBACH, U. , 
der rxmdum geschlossene Kapillaren verwendet (Biochem. 
Biophys. Acta 107, 180 - 182, 1965), wird einfacher: 
Ein ReaktionsgefaB, z. B. 102 (Abb. l) Oder 112 (Abb. 4) 
wird zusammengesetzt und mit einem Elektrophoresetrager 
gefiillt, beispielsweise mit einem Agarose- Oder Polyacrylamid 
Gel. Dabei kann eine der beiden Adtiasionsflachen vorher so 
beschichtet werden, daB sie das Gel fester halt als die ander- 
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AdhasionsflSche, z. B. durch Silanisierung nach RADOLA, B* J. 
(Electrophoresis «79t Walter de Gruyter, Berlin, New York, 
1980, Ss. 79 - 94; Glas - Silan - Polyacrylamid) Oder durch 
Teflonisierung nach STOCKER, W. (nicht veroff entlicht; 
Glas - Teflon - Agarose). Wenn der Elektrophoresetrager 
erstarrt oder polymerisiert ist und man das ReaktionsgefaB 
offtiet, liegt das Gel auf der vorbeschichteten Adhasions- 
flache. Die Probe kann jetzt an beliebiger Stelle aufgetragen 
werden, im Gegensatz zur Methode mit der rundxam geschlossenen 
Kapillare. FUr die elektrophoretische Auftrennung kann das 
ReaktionsgefaB zusammengesetzt \md danach wieder auseinander- 
genommen werden. Da das Gel dann freiliegt und nicht aus der 
Kapillare entfemt werden muB, laBt es sich wesentlich 
leichter fixieren, farben und entfarben, oder auch durch 
immunologische Methoden entwickeln. 

Ein ReaktionsgefaB der Form 106 (Abb. 5) braucht nach der 
Auftrennxmg nicht geoffnet zu werden. Da das Gel von den 
Seiten her frei zuganglich fiir Flussigkeiten ist, kann man 
das ReaktionsgefaB mit dem Gel zusammen in Fixier-, Farbe- 
und Entfarbebader stellen. 

Wenn mehrere Elektrophoresen nebeneinander ablaufen (11 001, 
ftir High Performance Thin Layer Chromatography: 12 001), 
werden die Vorteile der Erf indung gegenliber der GROSSBACH- 
Technik besonders deutlich: Fiir viele Chromatogramme ist 
hier der Arbeitsauf wand nicht groBer als fiir ein einzelnes. 
Die Gele liegen fest auf den Adhasionsbereichen, sie lassen 
sich leichter handhaben und imtereinander besser vergleichen. 
Werden teure Reagenzien fiir die Farbung eingesetzt, z. B. 
texire Antikorperlosungen fiir eine Immunfixation, dann kann 
man sie auf dem Adhasionsbereich, der das Gel nicht tragt 
und voriibergehend abgenommen wird, ausbreiten und das Gel 
damit Uberschichten. 
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patentansprUche 

1. ReaktionsgefaBe mit wenigen Mikrolitern Inhalt fur 

photometrische und andere Analysen, in die gerade soviel 
flUssige, in Flussigkeiten geloste oder IQsliche Proben 
vnd Reagenzien gefiillt werden, als es xmmittelbar fur 
die Auswertung der Analysen notig ist 
imd deren enthaltene Fliissigkeit verlustfrei direkt 
innerhalb der ReaktionsgefaBe imd ohne zusatzliche von 
der Fliissigkeit benetzte Hilf smittel gemischt werden kann, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB sie aus. zwei oder mehreren voneinander trennbaren xind 
gegeneinander beweglichen, sich gegenuberliegenden 
Adhasionsflaohen (1, 2) zusammengesetzt sind, die die 
enthaltene Fliissigkeit (4) durch Adhasionskraft, Schwer- 
kraft Oder andere Krafte von mehreren Seiten her f est- 
halten ixnd sie in eine vorbestimmte, fiir die jeweilige 
Analyse geeignete, in der Regel langliche. Form bringen, 
deren Querschnitt axiBer durch das Volumen, die KohSsions- 
md die Adhas ions eigenschaf ten der enthaltenen Fliissigkeit 
im wesentlichen durch das Prof il der Adhasionsflachen vmd 
ihren Abstand voneinander bestimmt ist, 

daB Proben und Reagenzien zusaimnen oder getrennt vonein- 
ander in die zusammengesetzten ReaktionsgefaBe eingefiillt 
werden oder daB sie auf die einzelnen AdhasionsflSchen 
(3 001 a, b, c; 7 001 a, b) oder auf voneinander 
abgesetzte Speicherstellen (l a) der AdhSsionsflachen 
auseinandergenommener ReaktionsgefaBe aufgetragen \md 
durch Zusammensetzen (3 002 a, b; 3 004 c; 7 002 a, b; 
7 004 a, b) der ReaktionsgefaBe miteinander in Kontakt 
gebracht werden 



und daB die Adhasionsflachen jedes ReaktionsgefaBes 
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wahrend der J^alyse zwischen einem einstellbaren 
Mindestabstand (3 004; 7 OOh) und einem einstellbaren 
Hochstabstand (3 003 a, b; 7 005) aufeinander zu und 
voneinander weg bewegt werden konnen, ohne seitlich 
gegeneinander zu verrutschen, wobei sich beim ersten 
Einstellen des Mindestabstandes getrennt voneinander 
J aufgetragene Flussigkeiten miteinander vereinigen 
(3 002 a, b; 7 004) und die Reaktionsteilnehmer sich 
beim rhythmischen Wechsel zwischen Mindest- imd Hochst- 
abstand untereinander vermischen. 

2. ReaktionsgefaBe nach Anspruch 1, in denen die enthaltene 
FlUssigkeit in einer genau bestimmten Position 

f estgehalten wird, solange die ReaktionsgefaBe geflillt 
und zusammengesetzt sind, 
gekennzeichnet durch 

ein Oder zwei vorzugsweise senkrecht zu den Adhasions- 
flSchen angebrachte Begrenzimgsflachen (Fenster 3 a, b), 
die zusStzlich zu den Adhasionsflachen von der FlUssigkeit 
benetzt werden. 

3. Verwendung der ReaktionsgefaBe nach Anspruch 1 oder 
Anspruch 2 als MeBgefaBe fur photometrische Analysen mit 
fiir die Schwachimg des Strahlungsflusses zur Verfugung 
stehenden SchichtlSngen bis iiber 100 mm, 
gekennzeichnet dadurch, 

daB die MeBstrahlung parallel zu den Adhasionsflachen 
durch die enthaltene FlUssigkeit gefUhrt wird (3 004; 
7 006; 10 004). 

4. ReaktionsgefaBe nach Anspruch 2, verwendet nach Anspruch 3, 
deren fur die Schwachung des Strahlungsflusses zur 
VerfUgung stehende Schichtlange genau festgelegt ist xmd 
sich wahrend der Analyse nicht verandert, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die senkrecht zu den Adhasionsflachen angebrachten 
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Begrenzungsflachen (Fenster 3a, b) die Flussigkeit von 
zwei sich gegeniiberliegenden Seiten aus begrenzen und 
optisch transparent sind, sodaB die MeBstrahliing durch 
sie hindurch in die ReaktionsgefaBe und aus den 
ReaktionsgefaBen gefuhrt werden kann. 

5. ReaktionsgefaBe nach den Anspriichen 1, 2 Oder 4, bei 
denen wahrend der Analyse ein oder mehrere Dosierschritte 
eingespart werden, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Adhasionsf lachen oder die Begrenzungsflachen Oder 
beide vor Beginn der Analysen mit Proben oder mit 
Reagenzien vorbeschichtet werden. 

6. Vorrichtungen fiir ReaktionsgefaBe nach einem der vor- 
stehenden Anspriiche, die es ermSglichen, daB mehrere 
Proben gleichzeitig nebeneinander analysiert werden 
koimen, sjmchron oder zeitlich versetzt, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die AdhasionsflSchen mehrerer ReaktionsgefaBe auf 
gemeinsamen Halterungen befestigt sind (11 001; 12 001; 
13 001). 

7. Verwendvmg kapillarartiger ReaktionsgefaBe nach einem 
der vorstehenden Anspriiche fiir Untersuchungen einer 
Grenzschicht zwischen zwei Fliissigkeiten oder fiir andere 
Analysen, bei denen Fliissigkeiten von mehreren Seiten 
gleichzeitig oder nacheinander in ein Luft enthaltendes 
ReaktionsgefaB eingefiillt werden, ohne dabei von der 
Luft behindert zu werden, 

gekennzeichnet dadurch, 

daB die AdhSsionsf lachen (1, 2) des zusammengesetzten 
ReaktionsgefaBes in einem solchen Abstand voneinander 
angeordnet sind, daB die in den ReaktionsgefaBen 
befindliche Luft beim Einfullen der Flussigkeiten 
ungehindert zwischen den Adhasionsbereichen entweichen 
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kann, die Fliissigkeiten aber in den ReaktionsgefSBen 
zuriickgehalten warden. 



8. Verwendimg kapillarartiger ReaktionsgefaBe nach einem 
der vorstehenden Anspriiche fur chromatographische 
Analysen, 

gekennzeichnet dadurch, 

daB die Adhasionsflachen mit eiriem chromatographischen 
TrSgermaterial beschichtet werden oder daB ein 
chromatographisches TrSgermaterial in das zusammengesetzte 
ReaktionsgefaB eingefiillt wird, die Proben auf das 
Tragermaterial aufgetragen iind die in den Proben enthal- 
tenen Substanzen parallel zu den Adhasionsflachen 
aufgetrennt werden. 



4 




3 a 



Abblldijng 1 




Abbildung 2 




0075 




' 3 005 



' 3 006 



Abbildiing 3 




0075605 



3 a 



Abbildung 4 




Abbildung 5 




0075605 



Abbildung 6 




Abbildxmg 7 




Abblldung 8 




Abbildung 9 




Abbildxmg 10 




Abblldung 11 




12 001 



Abbildving 1.2 



^ 0075605 




«o 

3 



HQ ^ 



oi 



15 001 



Abbildung 13 



J) 



EuropSisches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



0075605 

Mummer der Anmeldung 

EP 81 10 7627 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorie 



Kennzeichnung des Dokuments mil Angabe. soweit erforderlich. 
der maBgeblichen Teile 



Betrifft 
Anspnich 



KLASSIFIKATIONDER 
ANMELOUNGOnt. a.*) 



EP-A-0 018 435 
* Seiten 5-7 * 



(W. STOCKER) 



1.6 



B 01 L 3/00 
G 01 N 21/03 



US-A-3 859 050 (A. HORN et al.) 
* Spalten 2,4; Figuren 1-5 * 



DD-B- 107 783 (A. HORN et al.) 
* Seiten 3-7; Figur 1 * 



RECHERCHIERTE 
SACHGEBIETE (tnt. CI. *) 



Der vortiegende Recherchenbericht wurde fur alio Patentanspruche ersteltt. 



B 01 L 3/00 
G 01 N 21/03 
G 01 N 33/48 



BOEHM CH.Ig'!^. 



Ul 



E : 



KATEGORIE DER GENANNTTEN DOKUMENTEN 
von besonderer Bedeutung allein betrachtet 
von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer D 
anderen Ver6ffentlichung derselben Kategorie L 
technoiogischer Hintergrund 
nichtschriftliche Offenbarung 

Zwischenliteratur & 
der Erfmdung zugrunde liegeiide Theorien oderGrundsatze 



alteres Patentdokument. das jedoch erst am oder 
nach dem Anmeldedatum veroflentlicht worden ist 
in der Anmeldung angefuhrtes Dokument 
aus andem GrQnden angefuhrtQS Dokument 



Mitglied der gteichen Patentfamilie. uberein- 
stimmendes Dokument 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

-□^LACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
"ETfADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




